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ラスミノゲンアクティベーターの alteplase であるが、血栓溶解療法後の 2 次性脳損
傷によっておこる出血性梗塞の副作用などから、適応は厳密に制限されており、脳梗







Dawley ラットを用い、2 時間の一過性中大脳動脈閉塞モデルを作成し、SMTP-7 治
療群と vehicle群に無作為に分類した。脳虚血再灌流 5分前に SMTP-7または vehicle
の総投与量の 10%を 5分間で急速静注し、残り 90%は微量ポンプを用いて 30分間で
静注した。脳虚血再灌流 24時間後に脳サンプルを摘出し、脳梗塞体積、脳浮腫体積、
出血性梗塞の有無を両群で比較した。また、出血性梗塞に関連することが知られてい
る活性酸素産生と Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)の発現を両群で比較した。




ストレスマーカーである nitrotyrosine の発現も脳虚血再灌流 2 時間後の脳切片を免
疫染色することで評価した。MMP-9 は vehicle 群でウェスタンブロット法により脳
虚血再灌流前、2、12、24時間後の経時的発現を検討し、最も発現が高いタイミング
で、SMTP-7 治療群と vehicle 群でウェスタンブロット法と免疫組織染色を行い両群
で比較検討した。【結果】脳虚血再灌流 24 時間後の脳梗塞体積は SMTP-7 治療群で
vehicle群に比較し有意に小さかった(148± 23 mm3 vs 215± 15 mm3, P< 0.05)。脳浮
腫体積は SMTP-7治療群で小さい傾向にはあったが、有意差はなかった (78.7± 44.7 
mm3 vs 100.3± 36.8 mm3, P= 0.2)。出血性梗塞は SMTP-7治療群で 10％、vehicle
群で 30％と SMTP-7 治療群で少ない傾向にあった。出血は全例で点状出血様で圧排
効果を示さなかった。SMTP-7 治療群では vehicle 群に比べ有意に梗塞側半球におい
て活性酸素の発現が低く (P< 0.001)、脳梗塞辺縁部において HEt 陽性細胞、
nitrotyrosine 陽性細胞共に少なかった。また、vehicle 群で梗塞側半球における
MMP-9 の発現は脳虚血再灌流 24 時間後で最大となったが、そのタイミングにおい



















ターである alteplase である 1)。しかしながら、組織型プラスミノゲンアクティベー
ターは内因性の神経毒性や細胞膜表面蛋白質分解酵素である Matrix 





Stachybotrys microspora triprenyl phenol-7 (SMTP-7)は新規の低分子血栓溶解薬で

















ため、SMTP-7 の内因性神経保護作用の機序を vehicle 群と比較検討可能である。本






















8－12 週齢雄の Sprague- Dawley ラット（250- 280g）を用いた。げっ歯類の脳虚
血再灌流モデルとして一般的な、塞栓糸を用いた一過性中大脳動脈閉塞モデルを作成
した (図 3A, B) 10)。ラットを自発呼吸下で酸素 30%と一酸化窒素 70%の混合ガスに
4％イソフルランガスを混じて麻酔導入し、1.5-2 %で維持し、全身麻酔下にモデルを





ティングした 4-0 ナイロン糸を、内頚動脈の遠位方向に総頚動脈分岐部から 20 mm
進め中大脳動脈を閉塞し、2時間後に塞栓糸を引き抜き中大脳動脈を再灌流した。虚
血導入後、動物を SMTP-7治療群と vehicle群に無作為に分類した。薬剤投与量と方
法は、先行研究のものに従い無菌操作下に 10 mg/kg の SMTP-7 を溶媒である 1 
mg/ml のマンニトールと無菌蒸留水 (1:2 で混合)に溶解し、SMTP-7 溶液を作成し、
vehicle群は同容量の溶媒を用いた。再灌流 5分前に全量の 10%を 5分間で急速静注
し、残り 90%は微量ポンプを用いて 30分間かけて静注した。この用量は過去に報告
された血栓性脳塞栓症マウスモデルでの至適用量であり、投与方法は再灌流した際に
全身に SMTP-7が循環し、その効果を評価することを企図している 7)。 
 
3) 神経機能評価 
脳虚血再灌流 24時間後、各群 10匹ずつ（計 20匹）を無作為に抽出し、Longa 4 grade 
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scaleを用いて神経機能評価を行った 11)。評価方法は以下の通りである。Grade 1: 障
害がない、2: 軽度の運動機能の低下 3: 虚血側の麻痺、4: 自発運動がなし。 
 
4) 脳梗塞体積の検討 
2% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) (Sigma Chemical Co)染色を行い脳梗
塞体積を両群で比較検討した。神経機能評価直後に、4％イソフルランで深麻酔導入
後に断頭し、抜脳して 2 mmの冠状切片を前頭極から連続 5切片を作成し、37.5°C
の 2% TTC溶液に遮光した状態で 15分間浸し染色後に写真撮影した。Image J 





補正脳梗塞面積 ＝（健側半球面積/梗塞側半球面積)×脳梗塞面積 12)。 
各切片の脳梗塞体積は以下の式で算出している。 





各連続切片の浮腫体積 = (梗塞側半球－健側半球)×2 mm / 2  










活性酸素の検出には、hydroethidine (HEt) (Invitrogen) 染色を用いた。HEtは活
性酸素と反応しエチジウムを生成し、赤色の蛍光を発する。活性酸素は細胞質内にお
けるエチジウムのび慢性シグナルまたは粒子状のシグナルとして描出される 14)。 各
群 4匹ずつ（計 8匹）脳虚血再灌流 1時間後に 200 μl (1 mg / ml)の HEt溶液を静注
し 2時間後に 4％イソフルランで深麻酔後に断頭し、取り出した梗塞側半球をホモジ
ェナイズし分光光度計 Hitachi F-2500 Fluorescence Spectrophotometer (Hitachi 




各群 4 匹ずつ（計 8 匹）のラットに上述の通り Het 溶液を投与し、脳虚血再灌流 2
時間後に 200 mlの生理食塩水と 200 mlの 4%パラホルムアルデヒドで灌流後に抜脳
し、4%パラホルムアルデヒドに 24時間外固定した。次いで 50 μmの切片を作成し、
46-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Vector Laboratories) に共染色し、蛍光顕微
鏡（励起光 355 nm, 発光波長 415 nm）を用いて、HEtで標識される活性酸素の組
織内局在を脳梗塞中心部と辺縁部で評価した。脳梗塞辺縁部は、前大脳動脈と中大脳




まず、MMP-9 の発現を vehicle 群で脳虚血再灌流前、2、12、24 時間後（各時間 4
匹、計 16 匹）にウェスタンブロット法を用いて経時的に評価した。次いで最も発現




て採取し、液体窒素で急速冷凍した。サンプルは cell lysis buffer (Cell Signaling 
Technology)にて処理し、蛋白抽出を行った。BCA 法(Pierce)によりタンパク質濃度
を測定して同量の各サンプルを 10% NuPAGE Bis-Trisゲル(Invitrogen)上で電気泳
動し、PVDF (polyvinylidene difluoride)膜に転写した後、ブロッティングを行った。
１次抗体は 200 倍希釈した rabbit polyclonal anti-MMP-9 antibody (Santa Cruz 
Biolaboratory)を用い、続いてホースラディッシュペルオキシダーゼ標識抗ウサギお









用い、MMP-9 は vehicle 群おいて上述のウェスタンブロット法により最も発現が高
いタイミングのものを用いて免疫組織化学的検討を行った。前述のとおり生理食塩水
と 4%パラホルムアルデヒドで灌流固定して抜脳し 50 μm の冠状脳切片を作成した。
その後、切片を固定液に浸し 200 倍希釈した rabbit polyclonal anti-nitrotyrosine 
antibody (Santa Cruiz Biolaboratory)または rabbito polyclonal anti-matrix 
metalloproteinase-9 antibody (Santa Cruz Biolaboratory)で反応させた。免疫組織






すべてのデータは平均±標準偏差で表し、有意水準は P < 0.05 とした。脳梗塞体積、
活性酸素、MMP-9の発現を両群間で unpaired t- test を用いて比較した。出血性梗
塞の発症は χ2検定を行い両群で比較した。すべての統計解析はGraphPad Prism ver. 





脳虚血再灌流 24時間後の神経機能は Longa grading scale にて SMTP-7治療群で重
症度が低い傾向にあったが、vehicle群に比して有意差は認められなかった (2.5 ± 0.5 
vs 2.8 ± 0.5, P = 0.2) (図 4)。 
 
2) SMTP-7の脳梗塞体積、脳浮腫体積、出血性梗塞に対する効果 
脳虚血再灌流 24時間後の脳梗塞体積は、SMTP- 7治療群で vehicle群と比較して有
意に小さかった (148 ± 23 mm3 vs 215 ± 15 mm3, P = 0.03) (図 5 A, B)。脳浮腫体積
は SMTP-7 治療群で小さい傾向にあったが vehicle 群に比して有意差はなかった
(78.7 ± 44.7 mm3 vs 100.3 ± 36.8 mm3, P = 0.22) (図 6 A, B)。また、出血性梗塞の出
現は SMTP-7治療群で 10匹中 1匹、vehicle群では 10匹中 3匹に認めたが、病変は
圧排効果を示すほどのものではなく点状出血様であった。出血性梗塞の発生頻度に関




SMTP-7治療群に比べ vehicle群で HEt陽性細胞が多く観察された(図 8 A)、さらに
定量した梗塞側半球の活性酸素産生は SMTP-7 治療群で有意に少なかった(P = 
0.0009) (図 8 B)。そのうえ、酸化ストレスマーカーである nitrotyrosine陽性細胞は
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脳梗塞辺縁部において多く、SMTP-7 に比べ vehicle 群で多く観察され、活性酸素の
産生と一致していた (図 8 C )。 
 
4) SMTP-7が脳虚血再灌流後のMMP-9の発現に及ぼす影響 
梗塞側半球の MMP-9 発現は脳虚血再灌流後から 24 時間までに経時的に上昇し、24
時間後で最も高値を示した(図 9 A)。そのタイミングで、ウエスタンブロット法によ
るMMP-9の発現はSMTP-7治療群でvehicle群に比べて有意に低く (P = 0.0002) (図
9 B)、脳梗塞辺縁部では SMTP-7に比べ vehicle群でMMP-9陽性細胞多く観察され
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図 1）A) SMTP-7の構造式。B) SMTP-7と tPAの血栓溶解作用機序の違い。tPAは
血栓に接着した plasminogenの活性化を行うのに対し、SMTP-7は plasminogenの
構造変化を促し plasminogen の血栓への拙宅を促し、plasminogen から plasmin へ
の活性化は生理的な plasminogen activatorに依存する。 
図 2）実験スケジュール。A) 薬剤投与プロトコールと B) 虚血再灌流後の臨床的、組
織学的評価スケジュール。 
図 3）ラット脳梗塞モデル。A) 塞栓糸中大脳動脈閉塞モデルのシェーマ。B)モデル
作成に用いたシリコンラバーで 5 mmコーティングされた塞栓糸。 
図 4）神経機能評価。虚血再灌流 24時間後において両群間で有意差なし。 




有意に小さかった (P< 0.05)。スケールバーは 5 mm。 
図 6）脳浮腫体積の比較。虚血再灌流 24時間後において両群間で有意差なし。 





討した。A)脳虚血再灌流 2 時間後の活性酸素の免疫蛍光染色。活性酸素は HEt で標
識した。活性酸素陽性細胞は脳梗塞中心部ではほとんどなく、辺縁部で多く観察され
た。核は DAPIで染色している。HEtの信号は SMTP-7で vehicle群よりも弱い。ス
ケールバーは 100 µm。B) 脳虚血再灌流 2時間後の梗塞側半球における活性酸素の定
量値検討。活性酸素産生は SMTP-7治療群で有意に少なかった (P< 0.001)。C) 脳虚
血再灌流 2 時間後の酸化ストレスマーカーである nitrotyrosine の免疫染色。脳梗塞
辺縁部において SMTP-7 治療群で vehicle 群よりも少ない nitrotyrosine 陽性細胞が
観察される（矢印）。スケールバーは 50 µm。 
図 9） 
脳虚血再灌流早期後のMMP-9発現の検討。A)脳虚血再灌流後の梗塞側半球における
ウェスタンブロット法による MMP-9 の経時的発現。vehicle 群において脳虚血再灌
流から 24 時間後までに MMP-9 は経時的に上昇し、24 時間後に最も高値を示した。
B)脳虚血再灌流 24時間後のMMP-9の免疫染色。脳梗塞辺縁部において SMTP-7治
療群で vehicle群よりも少ないMMP-9陽性細胞が観察される（矢印）。スケールバー
は 50 µm。 
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